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Résumé

Dans le but de valorisé les plantes médicinales et aromatiques algériennes, nous sommes intéresses
dans ce mémoire a I’étude L’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle et les extraits des graines de

Myrtus communis L.

Le pouvoir antibactérien a été évalué sur six souches 2 souches clinique : Escherichia coli,
Staphylococcus aureus et 4 souches de référence Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, E. coli ATCC
25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, et une souche fongique Candida albicans ATCC 91234, en
mesurant les diametres des zones d'inhibition ainsi que par la méthode de macro dilution en milieu liquide
en determinant les CMI et les CMB.

Le rendement obtenu d’huile essentielle est 0.11%. L'huile essentielle de myrte a démontré une activiteé
inhibitrice contre des bactéries Gram positives staphylococcus aureus et Gram négatives Pseudomonas

aeruginosa, E.coli, ainsi que la levure Candida albicans.

Pour les extraits méthanolique et éthanolique des graines les résultats obtenues démontrent que sont

plus active contre les bactéries Gram postif celles aux bactéries Gram négatif.

Les valeurs des concentrations minimales inhibitrices (CMI) de I'huile essentielle de Myrtus communis

L. obtenues dans cette étude varient de 10 mg/l. Pour Escherichia coli, la CMI est de 5 mg/I.

D'apres les résultats, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et Candida ATCC 91234 partagent des

valeurs identiques de CMI.

Concernant les concentrations minimales bactéricides/fongicides (CMB), I'huile essentielle inhibe
complétement la croissance de Pseudomonas ATCC 27853 et Candida ATCC 91234 a 40 mg/l, ce qui

indique un effet bactéricide et fongicide contre ces souches

Mots clés : CMB, CMI, Huile essentielle, L’activité antimicrobienne, les extraits des Graines, Myrtus

communis L.
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Abstract

With the aim of promoting Algerian medicinal and aromatic plants, this dissertation focuses on studying

the antimicrobial activity of the essential oil and seed extracts of Myrtus communis L.

The antibacterial potential was evaluated on six strains (two clinical strains: Escherichia coli and
Staphylococcus aureus, and four reference strains: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, E. coli ATCC
25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, and one fungal strain Candida albicans ATCC 91234) by
measuring the diameters of inhibition zones and using the liquid macro-dilution method to determine the
Minimum Inhibitory Concentrations (MIC) and Minimum Bactericidal/Fungicidal Concentrations
(MBC/MFC).

The essential oil of myrtle demonstrated inhibitory activity against Gram-positive bacteria Staphylococcus

aureus, Gram-negative bacteria Pseudomonas aeruginosa, E. coli, as well as fungi (Candida albicans.

For the methanolic and ethanolic seed extracts, the results showed they were more active against Gram-

positive bacteria than Gram-negative bacteria.

The MIC values of Myrtus communis L. essential oil obtained in this study ranged from 10 mg/l. For
Escherichia coli, the MIC was 5 mg/I.

According to the results, Pseudomonas ATCC 27853 and Candida ATCC 91234 shared identical MIC

values.

Regarding the Minimum Bactericidal/Fungicidal Concentrations (MBC/MFC), the essential oil
completely inhibited the growth of Pseudomonas ATCC 27853and Candida ATCC 91234 at 40 mgll,
indicating bactericidal and fungicidal effects against these strains.

Keywords: antimicrobial activity, essential oil , MBC, MIC ,Myrtus communis L, seed extracts.



Table des matieres

Liste des tableaux
Liste des figures

Liste des Abréviation

Introduction

Partie Bibliographique

Chapitre 01 : Etude botanique et I’huile essentielle de Myrtus communis L.
1-Etude botanique de Myrtus communis L.
1-I’importance des plantes médicinales
2-Description et étude botanique de Myrtus communis L
2.1-Discription
2.2-Etude botanique
3-Dénomination internationale de la plante
4-Position systématique de la plante
5-Domaine d’utilisation de la plante
5.1. Traditionnel
5.2. Récente
. En médecine
. En industrie agroalimentaire

. En Cosmétologie et parfumerie

01

04

04

04

04

05

06

06

07

07

07

07

08

08



6-Répartition géographique
2-L’huile essentielle et extraction de Myrtus communis L
1-Définition de 1’huile essentielle
2- Caractéristiques des huiles essentielles
3-Compotion chimique d’huile essentiel
3.1. Terpénoides
3.2. Monoterpenes
3.3. Sesquiterpenes
3.4. Composés aromatiques
3.5. Polyphénol
4-Techniques d’extraction d’huile essentielle
4.1. Hydrodistillation
4.2. L’expression a froid
4.3. Distillation a la vapeur
4.4. Hydro-diffusion a la percolation
4.5. Extraction par solvants
4.6. Extraction par micro-ondes
4.7. Autres méthodes
5-La toxicité des huiles essentielles

6-La conservation des huiles essentielles

08

09

09

10

10

10

10

11

11

11

11

11

12

12

12

13

13

14

14

14

Chapitre 02 : Les souches microbiennes testées et activité antimicrobienne d’huile essentielle et

les graines.
1-Les souches microbiennes testées
1-Les souches bactériennes

1.1.Les souches cliniques

16

16

16



*Escherichia coli

1.1.1. Taxonomie

1.1.2. Habitat

a. Habitat primaire

b. Habitat secondaire
1.1.3. Pouvoir pathogéne
*Staphylococcus Aureus
1.1.1. Taxonomie

1.1.2. Habitat

1.1.3. Pouvoir pathogéne

1.2. Souche de référence

*Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

1.2.1. Taxonomie

1.2.2. Habitat

1.2.3. Pouvoir pathogéne
2-Souche fongique

*Candida albicans ATCC 91234
2.1 Taxonomie

2.2. Habitat

2.3. Pouvoir pathogene

2- Activité antimicrobienne
2-1 Activité antibactérienne

2-2 Activité antifongique

Partie Expérimentale

Chapitre 01 : Matériel et Méthodes.

16

16

16

16

16

17

17

17

17

18

18

18

18

19

19

19

19

19

19

20

20

20

21



1. Matériel
1.1. Matériel non biologique
1.2. Matériel biologique
*Matériel végétal
a. Critéres de choix de la plante
b. Récolte
c. Séchage
*Microorganismes testées
a. Conservation des souches
2. Méthodes
2.1. Extraction d’huile essentielle
a. Protocole d’extraction d’huile essentielle
b. Conservation
c. Détermination du rendement de 1’huile essentielle
2.2. Préparation de 1’extrait éthanolique et méthanolique des graines de Myrtus communis L.
a. Protocole d’extraction éthanolique et méthanolique
b. Conservation de I’extrait
c. Détermination du rendement de I’extrait
2.3. L’enrichissement, la revivification et I’identification des souches
a. Enrichissement et revivification des souches
*Enrichissement des souches
*Revivification des souches
b. Identification des souches
*Qbservation macroscopique
*Qbservation microscopique

*1*Coloration de Gram

23

23

24

24

24

24

25

28

28

28

30

30

30

31

31

31

31

32

32

33

33

33

33



-Fixation du frottis
-Procédure de coloration
*2*Coloration au bleu de méthyléne pour Candida albicans
-Principe

-Mode opératoire

34

34

34

34

34

2.4. L’activité antimicrobienne d’huile essentielle et 1’extrait éthanolique et méthanolique par la méthode de

I’aromatogramme et la méthode des puits.
1. L’aromatogramme par I’huile essentielle.
-Principe
*préparation de dilution
*Préparation de Mc Farland standards
*Procédé d’aromatogramme
*1* Pour les bactéries
*2* Pour la levure
2. Méthode des puits
a. Par D’extrait éthanolique et méthanolique
*Préparation de dilution
*Préparation de Mc Farland standards
*Méthodes
*1* Pour les bactéries
*2* Pour la levure
2.5. Détermination de concentration minimale inhibitrice (CMI)
a. CMI de I’huile essentielle
*Préparation de la solution mére
*Préparation des dilutions

*Préparation de Mc Farland standards

35

35

35

35

36

37

37

37

38

38

38

39

39

39

39

40

40

40

40

40



b. CMI de ’extrait éthanolique 41

*Préparation de la solution mere 41
*Préparation des dilutions 41
*Préparation de Mc Farland standards 41
2.6. Détermination de concentration minimale bactéricide (CMB) et fongique (CMF) 42

a. Mode opératoire 42
*Ensemencement 42

Chapitre 02 : Résultats et discussion.

1.Extraction de I’huile essentielle de Myrtus communis L 44
2.Rendement 44
3.Extrait éthanolique des graines 45
4. Rendement 46
5.Extrait méthanolique des graines 46
6.Rendement 46
7.0bservation macroscopique et microscopique 47

8.Résultats d’aromatogramme et la méthodes des puits pour les extraits éthanolique et méthanolique 49

a. Détermination des diamétres des zones d’inhibition de I’huile essentielle de Myrtus communis L. vis-a-vis

des microorganismes testés 50

b. Détermination des diamétres des zones d’inhibition de I’extrait éthnolique des graines de Myrtus

communis L. vis-a-vis ses microorganismes testes 52

c. Détermination des diamétres des zones d’inhibition de ’extrait méthanolique des graines de Myrtus

communis L. vis-a-vis ses microorganismes testés 54

9.Detemination de CMI 57
a. Pour I’huile essentielle 57
b. Pour I’extrait éthanolique 57

10.détermination de CMB et CMF 58



Conclusion et perspective

Références Bibliographiques

Liste des tableaux

Tableau Titre Page
Tableau 01 Matériel non biologique. Page 23
Tableau 02 Les parameétres géographiques des régions de récolte. Page 24
Tableau 03 Tableau de I'antibiogramme avec le nom des antibiotiques. Page 26
Tableau 04 Origine des souches microbiennes testées. Page 28
Tableau 05 Les dilutions de I’huile essentielle de Myrtus communis L. Page 35
Tableau 06 Les dilutions de P’extraits éthanolique (méthanolique) des graines du M. | Page 39
communis L
Tableau 07 Les caractéristiques des huiles essentielles M. communis L. Page 44
Tableau 08 Rendement des huiles essentielles de M. communis L. Page 44
Tableau09 Les caractéristiques de 1’extraits Ethanoliques M. communis L. Page 45
Tableau 10 Rendement de I’extraits Ethanoliques de M. communis L. Page 46
Tableau 11 Les caractéristiques de 1’extraits Méthanoliques M. communis L. Page 46
Tableau 12 Rendement de I’extraits Méthanoliques de M. communis L. Page 46
Tableau 13 Résultats des observations macroscopique et microscopique des souches | Page 47
microbiennes.
Tableau 14 Les diametres des zones d’inhibitions de I’HE de Myrtus communis. Page 50
Tableau 15 Les diameétres des zones d’inhibition de 1’extrait Ethanolique des graines de M. | Page 52
communis L.
Tableau 16 Les diametres des zones d’inhibition de 1’extrait Méthanolique des graines de | Page 54
M. communis L.
Tableau 17 Les résultats des CMI de I’huile essentielle de Myrtus communis L. Page 57
Tableau 18 Les résultats des CMI de 1’éthanol de Myrtus communis L. Page 57
Tableau 19 Les résultats des CMB et CMF d’luile essentielle Page 59




Tableau 20 Les résultats des CMB d’extrait éthanolique Page 59
Liste des figures
Figure Titre Page
Figure 01 Myrtus communis : a. Fleurs, b. Feuilles, c.Fruits, d. Graines Page 05
Figure 02 Discribution du genre myrte dans le monde et en Algérie. Page 09
Figure 03 Schéma du principe de la technique d’Hydrodistillation. Page 11
Figure 04 Montage d’extraction des HEs par entrainement a la vapeur d’eau. Page 12
Figure 05 Schéma du dispositif de I’hydrodiffusion. Page 13
Figure 06 | Technique d'extraction par solvant. Page 13
Figure 07 | Montage d’extraction assistée par micro-onde. Page 14
Figure 08 Les feuilles du Myrtus a, b. Page 25
Figure 09 Les graines du Myrtus. Page 25
Figure 10 Les souches de référence (ATCC). Page 25
Figure 11 L'appareil d'extraction (Distillateur inox 50 litr INOX 304). Page 29
Figure 12 Préparation de I'extrait d'huile essentielle. Page 30
Figure 13 Protocole de I'extrait éthanolique et méthanolique de Myrtus communis L. Page 31
Figure 14 Protocole de I’enrichissement des souches microbiennes. Page 32
Figure 15 Protocole de revivification des souches microbiennes. Page 33
Figure 16 Les dilutions de I’huile essentielle. Page 36
Figure 17 Préparation de McFarland standard des cing souches microbiennes. Page 37
Figure 18 Procédé d’aromatogramme de 1’huile essentielle. Page 38
Figure 19 Détermination de concentration minimale bactéricide (CMB) et fongique | Page 42

(CMF).




Figure 20 Les caractéristiques d’huile essentielle Myrtus communis L. Page 44

Figure 21 Les caractéristiques d’extrait éthanolique des graines de Myrtus communis L. | Page 45

Figure 22 Les caractéristiques d’extrait méthanolique des graines de Myrtus communis | Page 46
L.

Figure 23 Les résultats d’aromatogramme par ’huile essentielle de Myrtus communis | Page 51
L.

Figure 24 Les résultats de méthode des puits par I’extrait éthanolique des graines de | Page 53
Myrtus communis L.

Figure 25 Les résultats de méthode des puits par 1’extrait méthanolique des graines de | Page 55
Myrtus communis L.

Figure 26 Les résultats des CMI de I’éthanol et de I’huile essentielle de Myrtus | Page 58
communis L. pour trois souche (a, b. c)

Figure 27 Les résultats de la CMB des extraits Ethanoliques et L’huile essentielle de | Page 60

M. communis L.




Liste des abréviations

ATCC American Type Culture Collection
C. albicans Candida albicans

CMB Concentration Minimale Bactéricide
CMF Concentration Minimale Fongique
CMI Concentration Minimale Inhibitrice
E. coli Escherichia coli

ES Extrémement sensible

HE Huile essentielle

P.aeruginos | Pseudomonas aeruginosa

R Reésistante

S Sensible

S. aureus Staphylococcus aureus

Sl Sensibilité intermédiaire

TS

Tres sensible




- Z =g AP =0 Z



Introduction

Introduction

La flore algérienne, riche en plantes médicinales appartenant a diverses familles botaniques, dont environ
15 % sont endémiques, demeure encore largement inexplorée tant sur le plan phytochimique. La valorisation
de ces ressources végétales nationales pourrait représenter un atout majeur pour l'industrie pharmaceutique

algérienne, avec des retombeées économiques significatives (Boulezazen, 2017).

Les huiles essentielles, extraites de diverses parties des plantes, ont longtemps été utilisées pour leurs
propriétés médicinales. Des études scientifiques ont démontré que les huiles essentielles posseédent des
activités antimicrobiennes contre un large éventail de bactéries, y compris Escherichia coli, Staphylococcus
aureus et ainsi que contre les souches de référence (E. coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Pseudomonas Aeroginosa ATCC 27853 et un souche fongique Candida albicans ATCC 91234)
(Bakkali ,2008).

Myrtus communis L., communément appelé myrte, est une plante médicinale reconnue depuis I'antiquité
pour ses multiples applications thérapeutiques. Ces derniéres années, ses propriétés antimicrobiennes ont
suscité un intérét croissant dans la recherche phytochimique, notamment concernant ses graines et son huile

essentielle

Notre choix est porté sur cette plante aromatique, car elle est trés répandue en Algérie et largement

utilisée en médecine traditionnelle

Dans le but de contribuer a la valorisation de cette plante, nous nous sommes intéressées dans ce travail, a
¢valuer I’activité antimicrobienne de I’huile essentielle et des extraits éthanolique et méthanolique des

graines de Myrtus communis L. récolté dans la wilaya de Skikda.

Notre travail est réparti en deux parties :
* La premiere partie est relative a 1’étude bibliographique subdivisée en 2 chapitres.
- Le premier chapitre : Etude botanique et I’huile essentielle de Myrtus communis L.

-Le deuxie¢me chapitre : Les souches microbiennes testées et I’ Activité antimicrobienne d’huile essentielle et

les graines.

-La deuxiéme partie est relative a I’étude expérimentale présente deux chapitres.




Introduction

-Le premier chapitre est celui de matériel et méthode

-le deuxiéme chapitre est celui des résultats et discussion.




Chapitre 01 :

étude botanique
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de Myrtus communis L



Chapitre 01 : étude botanique et I’huile essentiel de Myrtus communis L

Chapitre 01 : étude botanique et I’huile essentiel de Myrtus communis L.

1-Etude botanique de Myrtus communis L.
1-Pimportance des plantes médicinales

Depuis plusieurs années, 1’utilisation des plantes médicinales ou de préparations a base de plantes
connait un succes croissant. Il est d’abord intéressant de remarquer qu’environ 30 % des médicaments
prescrits par les médecins sont d’origine naturelle. Cette proportion atteint méme 50 % dans le cas des
médicaments utilisés en cancérologie. Cela montre I’importance de la nature comme source de principes
actifs dans le domaine pharmaceutique. Les plantes médicinales, utilisées depuis des millénaires dans les
médecines traditionnelles, suscitent aujourd’hui un regain d’intérét en raison de leurs effets thérapeutiques

souvent mieux tolérés que ceux de certains produits de synthése. (Merabet et al.,2015).

2-Discription et étude botanique de Myrtus communis L.
2.1-Discription :

Le myrte commun (Myrtus communis) est une plante a feuillage persistant, caractérisée par des feuilles
opposeées et subsessiles (Mahmoud et al., 2010 ; Franceschini, 2016). Les feuilles sont coriaces, brillantes,
de forme ovale a lancéolée, mesurant entre 3 et 5 mm de long et de 4 a 11 mm de large (Aleksic et
Knezevic, 2014).

La floraison débute a partir du mois de Mai - Juin et peut aller jusqu’au mois d’Aoft. La plante produit
des fleurs parfumées, solitaires et axillaires, de couleur blanche ou rose (Mahmoud et al., 2010 ; Aleksic et
Knezevic, 2014 ; Gugliuzza et al., 2015). Les fleurs sont hermaphrodites, actinomorphes, et peuvent

atteindre un diamétre maximal de 3 cm (Franceschini, 2016).

Le fruit est une baie sphérique dont la couleur varie du bleu rougeéatre au violet (Aleksic et Knezevic,
2014 ; Karzan et al., 2017).

Le fruit contient des graines réniformes, luisantes, de saveur reésineuse, son godt est astringent et

prononcé (Barboni ,2006), sont de petites graines de couleur jaune pale.

La figure suivante présent les fleurs, les feuilles, les fruite et les graines de Myrtus communis L. (Figures
01).
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c. Fruits d. Graines

Figure 01 : Myrtus communis L. a. Fleurs, b. Feuilles, c. Fruits, d. Graines
2.2-Etude botanique :

La famille des Myrtacées appartient aux plantes dicotylédones et comprend plus de 5650 especes
réparties entre environ 48 et 134 genres. Elle regroupe principalement des arbres et des arbustes, souvent
producteurs d’huiles essentielles (Govaerts et al., 2008).

Selon Quezel et Santa (1963), les plantes de cette famille présentent des feuilles entieres, simples et
opposées. Les fleurs sont hermaphrodites et axillaires, avec un calice en forme de coupe. Les étamines sont

treés nombreuses et insérées avec les pétales au sommet du tube calicinal.

L’ovaire est infére ou semi-infére, composé de cing carpelles uniloculaires contenant de nombreux
ovules, avec une placentation axile. Les fruits sont de type baie, globuleux, bleuatres, et mesurent entre 5 et

8 mm de diamétre.

3-Dénomination internationale de la plante :
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Selon les pays, le myrte commun se connu sous différentes dénomination (Goetz et Ghedira, 2012).
Arabe : Arrayan , , rihan ol A as, /.
Francais : Myrte commun, herbe du lagui.
Anglais : Common Myrtle, Greek myrtle, myrtle, sweet myrtle.
Berbére : Tarihant.
Corse : Morta, mortula.
Espagnol : Arrayan, mirto, murta, murt.
Allemand : Brand-Myrte, Brautmyrte, Gewohnliche Myrte.
Italien : mirtella, mirto, mortella, mortin.

Néerlandais : Mirt.

4- Position systématique de la plante : D’aprés (Grété, 1965).

Régne Plantae
Sous-regne Eucaryotes
Embranchement Spermatophytes
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Ordre Myrtales
Famille Myrtacées
Genre Myrtus
Espéce Myrtus communis L
Nom vernaculaire Rayhan, Mersin

5-Domaine d’utilisation de la plante :
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5.1. Traditionnel

- Myrtus communis L a été traditionnellement utilisé en meédecine folklorique comme antiseptique,

désinfectante, anti-inflammatoire et hypoglycémique (Gabri et al., 2016).

- Les fruits de cette plante ont été utilises en médecine populaire italienne dans le traitement de
nombreux types de maladies infectieuses, y compris la dysenterie, aussi comme un rincebouche et pour le

traitement de la candidose (Gortzi et al., 2008).

- Tandis que la décoction a partir des fruits est utilisée comme antidiarrhéique, antihémorrhoidale et dans

le traitement des maladies de la bouche et des yeux (Ziyyat et al., 1997).

- Sont traditionnellement utilisées contre les varices et pour la préparation de lotions capillaires (Le
Floch ,1983).

- Dans I'Egypte ancienne, I'huile essentielle de Myrtus communis.L était utilisée dans le processus
d'embaumement en raison de ses effets antimicrobiens qui assuraient une conservation pratiqguement infinie
du corps (Bakkali et al., 2007 ; Bouzabata, 2017).

5.2. Récente
. En médecine

- Les produits des Myrtus communis L sont utilisés par la bouche pour traiter les troubles neurologiques
tels que D’épilepsie et les produits topiques sont principalement utilisés pour traiter les hémorroides et les

maladies infectieuses (Daneshfard et al., 2019).

- En médecine grecque, les graines et les fruits sont utilisés sous forme de poudre et d’ébullition puor
traiter la diarrhée, I’hémorragie, la gingivite, les menstruations et 1’incontinence d’urine (Daneshfard et al.,

2019).

- Myrtus comminus L est utilisé en médecine pour traiter un large éventail de troubles tels que les
infections des vois urinaires, les problémes digestifs, la bronchite, la sinusite et la toux séche, la peau et les

rhumatismes, polie, dysenterie et blessures internes, infections, dépression, glycémie (Babak et al., 2015).

- Les études ont déeclare que Myrtus a plusieurs effets de celui utilisé comme : antimicrobiens, antiviral,
anti-cancer, antioxydants, anti-daibétique, activité hépatoprotectrice et neuroprotectrice, et anti-parasites, il

est donc beacoup utilisé en médecine (Aleksic et al., 2014 ; Babak et al., 2015).

- Les baies de myrte sont utilisées comme : antiseptiques, carminatives, analgésiques, cardiotoniques,

diurétiques, stomachiques, stimulantes cerébrales (Sumbul et al., 2011).
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. En industrie agroalimentaire

- 1l est utilisé comme épice pour les plats de viande, principalement en raison de sa bonne odeur
(Ghasemi et al., 2011).

- Il peut servir de conservateur naturel a la viande de vache hachée (Wissal et al., 2019).
- Les baies et les feuilles sont utilisées pour produire des liqueurs bien connues (Messaoud et al., 2012).

- Myrtus est utilisé comme ajouts pour réduire la saveur de certains aliments (Aleksic et Knezevic,
2014).

Certaines parties de Myrtus sont utilisées dans l'industrie alimentaire pour améliorer le goQt de la viande
et des sauces (Chalchat et al., 1998).

. En Cosmétologie et parfumerie

- Les huiles essentielles extraites de I'écorce, des feuilles et des fleurs de myrtus sont prisées en

parfumerie, dans la fabrication de savons, de produits de soins de la peau (Traboulsi et al., 2002).

- L’huile essentielle,est utilisée grace a ses propriétés de maintien comme un rince-bouche. En plus, de
son utilisation dans les cosmétiques car il aide a tonifier et a raffermir la peau, contribuant ainsi a réduire les
rides (Aleksic et Knezevic ,2014).

6-Répartition géographique :

Le genre Myrtus est le seul parmi les genres a étre originaire des régions de la Méditerranée (Rameau et
al., 2008).

Le myrte commun pousse au niveau de la mer a 500-800 m d'altitude (Migliore, 2011).
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Figure 02 : Description du genre myrte dans le monde et en Algérie (Boudraa et al., 2024)
2-L’huile essentielle et extraction de Myrtus communis L.

1-Définition de I’huile essentielle :

Les huiles essentielles sont des mélanges naturels complexes composés de diverses structures
organiques. Elles se présentent sous forme liquide, volatile, claire et aromatique, et sont produites par les
plantes aromatiques et médicinales en tant que métabolites secondaires (Bakkali et al., 2008). Ces huiles
sont insolubles dans ’eau, mais se dissolvent dans 1’alcool et d’autres solvants organiques. Bien qu’elles

soient appelées « huiles », elles ne contiennent pas de corps gras ; ce terme fait référence a leur caractére

hydrophobe, tandis que le mot « essentiel » souligne leur propriété odorante (Bouhdid, 2009).

Dans la nature, les huiles essentielles jouent un réle crucial dans la protection des plantes. Elles
possedent des propriétés antibactériennes, antivirales et antifongiques qui aident a lutter contre les maladies
phytopathologiques. Elles contribuent aussi a la régulation des ravageurs et herbivores. Par ailleurs, elles

attirent les insectes bénéfiques, favorisant ainsi la pollinisation et la dispersion des graines (Bakkali et al.,

2008).

Ces huiles peuvent étre produites par différents organes ou structures sécrétoires des plantes, comme les
fleurs, feuilles, tiges, graines, fruits, racines, bois ou écorce. Elles sont stockées dans des cellules sécrétoires,

des cavités ou conduits sécrétoires, ou encore dans des poils glandulaires, généralement situes a la surface

ou a proximite de la plante (Burt, 2004 ; Bakkali et al., 2008 ; Solérzano et Miranda, 2012).

2-Caractéristiques des huiles essentielles :
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D’apres Bruneton (1999), les huiles essentielles se distinguent par plusieurs propriétés :
- Elles possédent des caracteristiques organoleptiques spécifiques, notamment leur odeur, couleur et aspect.

- La plupart sont des liquides fluides, dont la densité est souvent inférieure a celle de I’eau, sauf pour

certaines essences comme la cannelle, le girofle et le safran.

- Certaines huiles essentielles présentent des couleurs particulieres, telles que 1’orange pour la cannelle, le

vert pour 1’absinthe et le bleu pour la camomille.

- Elles sont solubles dans la plupart des solvants organiques (éther, alcools, hexane, pentane, etc.) et tres

peu solubles dans 1’eau.

- Elles ont la capacité de dissoudre les graisses, 1’iode, le soufre et le phosphore, et peuvent réduire certains

sels.
- Leur indice de réfraction est élevé et elles possedent un pouvoir rotatoire.

-Elles sont également caractérisées par différents indices chimiques, tels que I’indice d’acide, d’ester ou de

carbonyle.
3-Composition chimique d’huile essentielle :

Les huiles essentielles sont des composés complexes dont la composition chimique varie selon 1’organe
végeétal, les conditions climatiques, le type de sol, les pratiques agricoles et les méthodes d’extraction. Ces
mélanges se composent principalement de deux grandes familles aux origines biosynthétiques distinctes : les
terpénoides, comprenant les monoterpénes et les sesquiterpenes, et les composés aromatiques dérivés des
phénylpropanes, comme 1’alcool cinnamique, qui sont moins fréquents. On y trouve également des produits
issus de la dégradation de composants non volatils tels que des acides, alcools, aldéhydes et esters (Lanseur,
2017).

3.1. Terpénoides : Ce groupe de meétabolites secondaires, le plus abondant et diversifié, est formé
d’hydrocarbures hydrophobes issus de la condensation d’unités d’isopréne (C5HS). Selon le nombre
d’unités, on distingue les monoterpénoides (C10), les sesquiterpénoides (C15) et les diterpénoides (C20).

Les huiles essentielles contiennent majoritairement des monoterpénes et des sesquiterpenes (Abbes, 2014).

3.2. Monoterpénes : Constitués de 10 carbones (2 unités d’isopréne), ils se divisent en acycliques,
monocycliques et bicycliques. Ils peuvent étre des hydrocarbures simples ou porter des groupes fonctionnels
comme alcools, aldéhydes ou cétones. lls représentent environ 90 % de la composition des huiles

essentielles (Ludwiczuk et al., 2017).

@
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3.3. Sesquiterpenes : Moins volatils que les monoterpénes, ils sont formés de trois unités d’isopréne et
présentent une grande diversité structurale (linéaire, monocyclique, bicyclique, tricyclique). lls constituent le

deuxieme groupe le plus abondant dans les huiles essentielles (Thormar et Hilmarsson, 2011).

3.4. Composes aromatiques : Ces composes, derivés du phénylpropane, sont moins nombreux que les
terpénes. lls incluent des phénols (chavicol, eugénol), des aldéhydes (cinnamaldéhyde), des alcools (alcool

cinnamylique) et des dérivés méthoxylés ou méthylenedioxylés (anéthol, safrole) (Mnayer, 2014).

3.5. Polyphénol : trés puissants, a utiliser avec précaution. Antibactériennes, antivirales, stimulantes.

4-Techniques d’extraction d’huile essentielle :
Plusieurs méthodes de distillation sont utilisées pour extraire les huiles essentielles, parmi lesquelles :
4.1. Hydrodistillation :

Proposée par Garnier en 1891, c’est la méthode la plus courante. Elle consiste a immerger la plante dans
de I’eau portée a ébullition. La vapeur d’eau entraine les composé€s aromatiques qui se condensent ensuite

sur une surface froide. L huile essentielle se sépare alors de I’eau grace a leur différence de densité.

Hydrodistillation ou distillation simple

1 : Chauffe-ballon 5 : Arrivé d’eau froide et sortie d’ecau tiédie
2 : Eau bouillante 6 : Eprouvette graduée

3 : Thermomeétre 7 : Matiére a extraire I’essence

4 : Réfrigérant a I’eau 8 : Huile Essentielle

Figure 03 : Schéma du principe de la technique d’Hydrodistillation (Lucchesi, 2005).

B
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4.2. L’expression a froid

Utilisée surtout pour extraire les huiles des péricarpes (ex. agrumes), cette méthode mécanique déchire les

cellules sécrétrices pour libérer 1’essence, récupérée ensuite par décantation.

4.3. Distillation a la vapeur

La vapeur passe a travers la matiére végétale sans contact direct avec 1’eau bouillante. Elle libére les huiles

essentielles, qui sont ensuite condensées et séparées par décantation.

6: Eau froide

: Eau 7: Eau chaude

: Vapeu 8: Eau + huile essentielle
: Plante aromatique 9: Huile essentielle

: Vapeur + huile essentielle 10: Hydrolat

: Feu

OAWN-=

Figure 04 : Montage d’extraction des HEs par entrainement a la vapeur d’eau (Moro et Buronzo,
2008).

4.4. Hydro-diffusion a la percolation

La vapeur d’eau est injectée de haut en bas a travers la biomasse, contrairement aux méthodes classiques ou
elle monte. Cette technique améliore la qualité et le rendement, tout en réduisant le temps et la

consommation d’énergie.
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Figure 5 : Schéma du dispositif de I’hydro-diffusion (Chenni, 2016).

4.5. Extraction par solvants : Les composés aromatiques sont dissous dans un solvant organique a bas
point d’ébullition, ensuite éliminé par distillation sous vide. Cette méthode est coliteuse et peut entrainer des

résidus de solvants dans le produit final.

EXTRACTION PAR SOLVANTS
HEXANE OU BENZENE OU ALCOOL
CONUOCENTRE UK

-»Q-)

epusemeant des flewrs par des Mmacfralions Sucoessrves
dans 2 solvant, puts Evaporanon et CoONCEnNiralion SOus
wvide pour ohtemir I1a ""concrete’ | qun trastae par Nalcool,
glacée &1 lilirde, produrra “‘Fabsaolue’ !

SLvanT

Figure 6 : Technique d'extraction par solvant (Anonyme 2, 2010)

4.6. Extraction par micro-ondes : Technique récente ou la plante est chauffée par micro-ondes sous vide,
ce qui accélére I’extraction tout en préservant la qualité des huiles. Une variante, la SFME, combine micro-
ondes et distillation séche pour une extraction plus rapide et écologique, Ces méthodes varient en
rendement, qualité des huiles extraites, temps et colts, chacune présentant des avantages spécifiques selon la

plante et I’usage final.

@
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Condenseur

Huile essentielle

_— - Phase aqueuse
Cohobe .

Vase florentin

Eau —
Matériel végéral O le——— Four a4 micro-ondes

Réactewmn -

Figure 07 : Montage d’extraction assistée par micro-onde (Bruneton, 1999)
4.7. Autres méthodes :
Extraction au CO2 supercritique

L’enfleurage

5-La toxicité des huiles essentielles :

Quelques huiles essentielles peuvent étre nuisibles pour la peau en raison de leur caractére irritant
(huiles contenant une forte concentration de thymol ou de carvacrol), allergéne (huiles & haute teneur en
Cinna-aldéhyde) ou photo-toxique (huiles d’agrumes qui renferment des fur-coumarines (Smith et al.,2000).
Certaines autres huiles essentielles possedent un effet neurotoxique (Piochon, 2008). Certaines huiles
essentielles contiennent des composés qui peuvent provoque la formation de cancers (Homburger et Boger,
1968).

6-La conservation des huiles essentielles :

Les huiles essentielles, en raison de leur évaporation rapide et den leur sensibilité a Iair et a la lumiére,
doivent étre conservees dans des flacons en verre opaques, hermétiqguement fermés, pour préserver leurs
propriétés (Valnet, 1984).
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Chapitre 02 : Les souches microbiennes testées et Activité antimicrobienne d’huile

essentielle et les graines de Myrtus communis L.
1-Les souches microbiennes testées :

1-Les souches bactériennes :

1.1. Les souches cliniques :

*Escherichia coli

La bactérie Escherichia coli a été décrite pour la premiere fois en 1885 apres avoir été isolée dans des
selles de nourrissons par 1’allemand Theodor Escherich. Son nom actuel lui est ensuite donné en 1919 par

Castellani et Chambers (Grimont, 1987).

Le genre Escherichia appartient a la famille des Enterobacteriacae. Ce sont des bacilles a Gram négatif,
aero-anaérobies facultatifs immobile ou mobile avec une structure flagellaire, non-sporulée, les nitrates et
qui ne possedent pas d’oxydase (Le Minor et al., 1990 ; ISO 16654 :2001), et souvent utilisé comme

indicateur de la pollution fécale de I'eau (Tenaillon et al., 2010).
1.1.1. Taxonomie :

Domaine : Bactéria

Regne : Procaryotae

Embranchement : Proteobacteria

Classe : Gamma Proteobacteria

Ordre : Enterobacteriales

Famille : Enterobacteriaceae

Genre : Escherichia

Espece : Escherichia coli (Bergey's manual, 2012).

1.1.2. Habitat :

a. Habitat primaire : E.coli est I'organisme aérobie prédominant dans le tractus gastro-intestinal (Tenaillon
et al., 2010 ; Touchon et al., 2020). Se niche plus particulierement dans le mucus recouvrant les cellules

épithéliales de la paroi du tube digestif (Smati et al., 2015).

b. Habitat secondaire : Des études récentes ont montré que cette bactérie peut survivre pendant de longues

périodes en dehors du tractus intestinal et se reproduire dans 1’eau, le sol, le sable et les sédiments, dans les
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climats tropicaux, subtropicaux et tempérés, et est souvent déchargé dans I’environnement par des féces ou
des effluents des eaux usées (Ishii et Sadowsky, 2008 ; Berthe et al., 2013 ; Blount, 2015).

1.1.3. Pouvoir pathogene :

Elles posseédent la caractéristique d’étre des bactéries polyvalentes et sont a l'origine de la grande
majorité des infections des voies urinaires, I'une des principales causes de bactériémie chez I'adulte et la
deuxiéme cause de méningite néonatale. La recrudescence inquiétante de la résistance aux antibiotiques
parmi les souches EX-PEC, I'échec du traitement, I’hospitalisation, la mortalité, ainsi que des codts

croissants pour les soins de santé (Meziani ;2023).
*Staphylococcus Aureus

Les staphylocoques ont été identifiés comme agents pathogenes au 19e siécle. En 1881, sir Alexander
ogston les observe dans du pus sous forme de grappes et les nomme staphylococcus, en référence a leur

forme rappelant une grappe de raisin (Licitra, 2013 ; Orenstein, 2013).

Les staphylocoques sont des Cocci a Gram positif, de forme sphérique et de taille comprise entre 0,5 et
1,5 um de diametre. lls sont immobiles et asporulés, apparaissant seules, par paires ou en grappes
irréguliéres ressemblant a des grappes de raisin (Sato et al., 2019 ; Rasheed et Hussein, 2021).

1.1.1. Taxonomie :

Regne : Bacteria

Phylum : Firmicutes

Classe : Bacilli

Ordre : Bacillales

Famille : Staphylococcaceae

Genre : Staphylococcus

Espéece : Staphylococcus aureus (Gajdacs, 2020).
1.1.2. Habitat :

S.aureus C’est un ubiquitaire qui se trouve dans le sol, 1’air. C’est un commensal de la peau et des

muqueuses de ’homme. On le trouve a I’état normal dans :

- ’oropharynx.
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- les fosses nasales.

- les selles au niveau du périnée ou des aisselles (Fouchére, 2002)
1.1.3. Pouvoir pathogéne :
S.aureus est le microbe de la suppuration, capable d’envahir les tissus et de produire des toxines.
-Elle peut devenir résistante aux antibiotiques
-Elle cause des lésions purulentes et nécrotiques, parfois avec atteinte veineuse.
-Elle est responsable de plusieurs types d’infections :
°cutanée (furoncles, abcée, panaris, anthrax).
°ORL et bucco-dentaires.
°Viscérales, urinaires, génitales, respiratoires et cardiaques (endocardites).

°Intoxications alimentaires par entérotoxines (Gean, 2002).

1.2. Souche de référence :

Les souches bactériennes de référence sont définies comme tout micro-organisme acquis a partir d'une
collection de cultures reconnue. Elle constitue I’étalon qui permet de lui comparer d’autres souches.

Différents noms sont attribués aux souches de référence, dans diverses publications du CLSI (Clinical &
Laboratory Standards Institute) et de I'USP (United States Pharmacopeial). 1l existe plusieurs désignations
en fonction de I’organisation telle que : ATCC (American Type Culture Collection), et NCTC (National
Collection of Type Cultures) (Microbiology Clinic Web Site 2).

*Pseudomonas aeruginosa

En 1882, Carle Gessard a découvert P. aeruginosa, une bactérie produisant un pigment bleu-vert appelé
pyocyanine. Par conséquent, nommée aussi « bacille pyocyanique », Et signifie «la mauvaise cellule verte »
en grec et en latin (Stephen et al., 2020 ; Gadiri et al., 2023).

C’est un Bacille a gram négatif, mobile a ciliature polaire monotriche, caractérisé par la pigmentation
bleu-vert, sporulé, température optimale : 30 a 43°C, PH optimal 6.5-8, aérobie strict, chimioorganotrophe,
oxydas+, catalase+, gaz -, géatuie + et psychrotrophe (Fouchére et al., 2002).

1.1.1. Taxonomie :
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Regne : Bacteria

Division : Pseudomonadota

Classe : Gammaproteobacteria

Ordre : Pseudomonadales

Famille : Pseudomonadaceae

Genre : Pseudomonas

Espece : P. aeruginosa (Geannot 2019)
1.1.2. Habitat

P. aeroginosa C’est une bactérie répandue dans la nature. Elle vit dans 1’eau et sur le sol. On la trouve
aussi dans I’environnement hospitalier, surtout dans les endroits humides de lavabos, des savons liquides,
des humidificateurs, et des solutions d’antiseptiques (chlorhexidine chlorure de benzelkonuim, cétrimide
notamment). Pseudomonas aeruginosa se trouve dans le tube digestif et plus rarement dans la salive
(Fouchére et al., 2002).

1.1.3. Pouvoir pathogéne

-P. aeroginosa est une bacteérie résistante a de nombreux antibiotiques.

-Elle produit une enzyme appelée céphalosporinase, qui lui confére une résistance naturelle aux
céphalosporines.

-Elle est également résistante aux aminopénicillines.

-Elle posséde des systémes d’efflux actifs qui expulsent les antibiotiques hors de la cellule en utilisant
I’énergie de la membrane plasmique, ce qui renforce sa résistance. (Delarras, 2007).

On utilisons les souches de référence suivants : Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus
aureus ATCC 25932, E.coli ATCC 25922.

2-Souche fongique
*Candida albicans

Candida albicans est un champignon unicellulaire, constitué de blastospores (des cellules dont le
bourgeonnement est de type blastique). Ces cellules sont de forme ronde a ovale, pouvant bourgeonner ou

non, et peuvent produire soit un pseudo-filament (faux filament), soit un filament véritable. Elles possedent
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une paroi fine, une membrane cytoplasmique, ainsi qu'une grande vacuole et un noyau a I’intérieur (Gazard

etal., 2021).
2.1. Taxonomie :
La classification de Candida selon Berkhout en 1923.
Regne : Fungi
Division : Ascomycota
Classe : Saccharomycetes
Ordre : Saccharomycetales
Famille : Saccharomycetaceae
Genre : Candida
2.2. Habitat :

Les levures du genre Candida sont omniprésentes dans 1’environnement, étant fréquemment isolées dans
I’air, le sol, les fruits, les produits alimentaires, les produits laitiers et les céréales. Chez ’homme, elles
colonisent divers sites, vivant en commensalisme sur les muqueuses digestives, les voies respiratoires

supérieures, le systéme génito-urinaire, ainsi que sur la peau (Gazard et al., 2021).

2.3. Pouvoir pathogéne :
Les levures du genre Candida sont responsables de plus de 80 % des infections fongiques a levures chez
I’humain. Candida albicans, en particulier, est impliqué dans environ 90 % de ces cas et constitue I’espéce

la plus couramment associée aux candidoses digestives et génitales (Gazard et al., 2021).

2-Activité antimicrobienne :

La majorité des études se sont concentrées sur 1’évaluation de I’activité antibactérienne et antifongique

de I’huile essentielle (HE) extraite principalement des feuilles.
2.1. Activiteé antibactérienne :

Les effets de I’huile essentielle de Myrtus sur les bactéries a Gram positif et a Gram negatif ont été

étudiés dans plusieurs travaux. Les recherches menées par Owlia et al., 2009 ont révélé que les bactéries a
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Gram positif étaient plus sensibles a I’huile essentielle de Myrtus que les bactéries a Gram négatirf (Owlia
et al.,2009).

Les travaux réalisés par Rosato et al, 2007 et Akin et al., 2010 ont démontré que 1’huile essentielle de
Myrtus communis posséde une activité inhibitrice contre sept bactéries pathogenes, tant Gram positives que
Gram négatives. Ces bactéries comprennent Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa ATCC, Candida albicans, Staphylococcus aureus ATCC, Escherichia coli ATCC (Rosato et
al.,2007 ; Akin et al., 2010).

2.2. Activité antifongique :

Mahboubi et Bidgoli 2010 ont examiné I’efficacité antifongique de I’huile essentielle extraite des
feuilles de Myrtus communis contre différentes souches de Candida albicans. Les résultats de leur étude ont
démontré que ’huile de Myrtus présentait une activité antifongique satisfaisante contre les champignons.
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Chapitre 01 : Matériel et méthodes

1.Matériel

1-1-Matériel non biologique :

Le matériel non biologique utilisé dans ce travail est répertorié dans le tableau 02 ci-dessous.

Tableau 01 : Matériel non biologique

Appareillage : Verreries et autres : Réactifs et solutions :

Bec Bunsen Tubes a essali Eau distille stérile

Bain marie Pipettes Pasteur Eau physiologique

Etuve Boites de Pétri (90 mm et 60 | Bouillon Mueller Hinton
mm)

Microscope Anse de platine Bouillon Sabouraud

Autoclave Lame et lamelle Bouillon Nutritif

Réfrigérateur

L'appareil d'extraction
(Distillateur inox 50 litr INOX
304)

Appareil de filtration

Haute

Micropipette

Ampoule a décantation
Ecouvillons

Pinces

Papier Whatman
Embouts

Tubes Eppendorfs
Seringue

Milieux de culture (Chapman,
Hektoen, Sabouraudet, Mueller
Hinton)

Fuchsine

Lugol

Violet de Gentiane
Alcool

Bleu de Méthyléne
DMSO
Alcool d’éthanol et méthanol

Tween 80

Huile d’immersion

1-2-Matiére biologique :
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1-2-1-Matiere végétale :

Dans ce travaille on a utilisé : Les graines et les feuilles du Myrtus communis L.
a. Critéres de choix de la plante

Le myrte est une plante annuelle a feuilles persistantes originaire du Bassin méditerranéen, est une
espéce vénérée pour ses propriétés médicinales et aromatiques. Depuis I'Antiquité, elle occupe une place de
choix dans la médecine traditionnelle, notamment chez les Grecs, les Romains et les Arabes. Ses huiles
essentielles sont connues pour leurs activités antimicrobiennes, déja étudiées dans des travaux précedents.
b. Récolte

1 les feuilles du Myrtus communis L a été récoltée le 12 mars a 11h30 au niveau de la région de la

Toummiat El harouch wilaya de Skikda.

(1 Les graines du Myrtus communis L a été récoltée le 04 février au niveau de la région Es Sebt Azzaba de la
wilaya de Skikda. (Tableau 02).

Tableau 02 : Les parameétres géographiques des régions de récolte

Les graines du Myrtus communis L Les feuilles du Myrtus communis L
Station Es Sebt Azzaba Toummiat El harouch
Wilaya Skikda Skikda
Latitude 36° 44 ' 21.98" Nord 36° 36 ' 09 " Nord
Longitude 25°7'57.82" Est 6°51'09 " Est
Altitude 256 m 469,75m
Zone climatique Climat méditerranéen Climat méditerranéen
c. Séchage

Les feuilles et les fruits du Myrtus ont été bien lavés avec 1’eau distillée pour €éliminer les impuretés et
garantir la pureté et la qualité de I’huile essentielle extraite, puis séchées a l'aire libre a I’ombre jusqu’a la

dessiccation complete (14 jours) (figure 08, 09).
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a. Fraiche b. Séche
Figure 08 : Les feuilles du Myrtus a, b (Prise personnel) Figure 09: les graines du Myrtus
(Prise personnelle)

1.2.2 Les microorganismes testées

Dans notre étude, 5 souches bactériennes souvent résistantes aux antibiotiques ont été testées et une
souche fongique. Deux souches d’origine clinique (Tableau 04 et 05) et quatre souches de référence ATCC
(Figure 10). Et ceci afin d’évaluer l'activité antimicrobienne des extraits des graines et feuilles du Myrtus

communis L.

a- E.coli ATCC b- S.aureus ATCC  c- P. aeruginosa ATCC  d- C.albicans ATCC
25922 25923 27853 91234

FigurelO : Les souches de référence ATCC (Prise personnelle)

@



Chapitre 01 : Matériel et méthodes

Tableau03 : Tableau de I'antibiogramme des souches testées.

Staphylococcus aureus (pus)

Antibiotique

Diamétre (mm)

Résultat

Figure

PEN

OXA

FOX

IPM

AMK

KAN

TOB

GEN

ERY

CLA

AZM

SPT

LIN

CLI

PRM

OFL

CIP

DOX

FUS

CHL

SXT

FOS

w »w -y w - LW I I LW MW W MW T LW LMW W W W WOV DT
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VAN
Escherichia coli (Urine)
Antibiotique Diamétre (mm) | Résultat
AK30 20 S
CN120 18 S
R
TR10 6 s
OF5 24 R
R
CTR30 6
R
TIM85 6 R
CAZ30 6 R
S
AM10 6 S|
FA10 6 S
R
CIP5 16
R
C30 10 R
AZM15 19 R
R
L2 6
L15 6
RIF5 6
P10 6
E15 6
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Tableau 04 : Origine des souches microbiennes testées

Souches microbiennes Gram Nature du | Numéro ATCC
prelevement

Souches bactériennes cliniques :

Escherichia coli Négative | Urine

Staphylococcus aureus Positive Pus

Souches bactériennes de référence :

Escherichia coli Négative | Institut Pasteur 25922

Staphylococcus aureus Positive Institut Pasteur 25923

Pseudomonas aeruginosa Négative | Institut Pasteur 27853

Levure :

Candida albicans Institut Pasteur 91234

Conservation des souches

Les souches ATCC et les souches cliniques ont été conservées a + 4 °C dans la gélose nutritive inclinée

dans des tubes a essai.

2. Méthodes

2.1. Extraction d’huile essentielle.

a. Protocole d’extraction d’huile essentielle.

1eRemplir le fond de 1’alambic avec 15 litres d’eau. (Figure 11)

2<Placer 8 kg de matiére végétale seche sur une grille en inox, sans contact direct avec 1’eau.

3eChauffer I’alambic au gaz pendant environ deux heures.
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4L ’eau bout, générant de la vapeur qui traverse la matiére végétale, entrainant les composés volatils et

libérant les molécules aromatiques en détruisant la structure cellulaire.

5eLa vapeur chargée d’huile essentielle est condensée dans un condenseur.

6°Le condensat, mélange d’hydrolat et d’huile essentielle, est recueilli dans une bouteille en verre.
7+L’huile essentielle, moins dense, surnage a la surface de I’hydrolat.

8¢A I’aide d’une pipette, prélever la couche d’huile essentielle partiellement mélangée.

9-Utiliser une ampoule a décanter pour isoler I’huile essentielle pure. (Figure 12)
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Figure 12 : Préparation de I'extrait d'huile essentielle (prise personnelle)
b. Conservation.

I'nuile essentielle pure est placée dans un flacon sombre et conservée au réfrigérateur a environ +4°C,

afin de la protéger de la lumiére et de la chaleur (Chebaibi et al., 2016).
¢. Détermination du rendement de I’huile essentielle.

Le rendement est le rapport entre la masse d’huile essentielle obtenue en grammes (g) et la masse de la

matiere végétale seche en grammes (g). (Chantal et al., 2015).
11 est calculé selon 1’équation suivante :
RHE = (MHE / MV) * 100
RHE : le rendement en huile essentielle en (%).
MHE : la masse d'huile essentielle en (g)
MV : matiere végétale en (Q).
2.2. Préparation de I’extrait éthanolique et méthanolique des graines de Myrtus communis L.
a. Protocole d’extraction.

Nous avons le méme protocole pour les deux solvants :
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- Mélangez 10 g de poudre des graines de myrtus communis L. avec 100 ml de solvant d'extraction

éthanol (méthanol).
-Agitez le mélange de Myrtus pendant 2h (Miaga, 2022).
-Filtrer le mélange sur papier filtre (papier Whatman).
-Eliminez le solvant a pression réduite a 75C° a l'aide I'évaporateur rotatif.

-Séchez I'extrait dans I'étuve pendant 24h a 35C°.

-Conservez a I'extrait sec au réfrigérateur pour les tests utiliser.

Figure 13 : Protocole de I'extrait Ethanolique et Méthanolique de Myrtus communis L (prise

personnelle)
b. Conservation de I’extrait.

L’extraction sec est ensuite récupérée et conservée au réfrigérateur (+4 °C) dans des boites en verre et

fermée.

. Détermination du rendement de I’extrait.

Le rendement a été calculé a partir de 1’équation suivante : (Stanojavic et al., 2009).
Rendement % = (P1/ P2) * 100

P1: poids de I’extrait apres I’évaporation.

P2 : poids du matériel végétal sec.

2.3. Revivification et identification des souches microbiennes :
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a. Enrichissement et revivification des souches
*Enrichissement des souches

Les souches bactériennes conservées ont été cultivées dans des tubes a essai contenant 5 ml de bouillon
nutritif, puis elles ont été incubées a I'étuve pendant 24 h a une température de 37°C.

Figure 14 : Protocole de I’enrichissement des souches microbiennes (prise personnelle)

*Revivification des souches

La revivification des souches, une étape nécessaire avant leur utilisation car leur activité biologique est

nulle a I’état conservé. Cette revivification a pour objectif I’obtention d’une culture jeune et pure :

[1Tout d'abord, une goutte de bouillon de la souche enrichisse est ensemencée en stries dans un milieu
spécifique qui a été préalablement coulé et solidifié dans des boites de Pétri. Différents milieux sont utilisés
selon le Gram des bactéries : la gélose de Chapman est utilisée pour les bactéries Gram positives (S. aureus),
I'Hektoen pour les bactéries Gram négatives (E. coli, P.aeruginosa), et Sabouraud pour la levure (C.
albicans).

[1Une fois que les boites de Pétri ont été ensemencées, elles sont placées dans une étuve a une
température de 37°C pendant 24 heures pour les bactéries et 30°C pendant 48heures voire jusqu'a 5 jours,

pour la levure. Pendant cette période d'incubation, se développent et forment des colonies distinctes sur la

gélose (Djadi et al., 2014) (figurelb).
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1 2 3 4
Figure 15 : Protocole de revivification des souches microbiennes. (prise personnelle)
b. Identification des souches
*QObservation macroscopique

L'étude macroscopique permet de décrire les cultures bactériennes sur divers milieux, et la
caractérisation macroscopique, permet de décrire I'aspect des colonies (la taille, la forme, la couleur).
Obtenues sur milieu aprés 24h et 48h d’incubation a 37°C et 30°C et de déterminer les critéres relatifs ou

I'aspect des colonies dépend du milieu utilisé de la durée et de la température de l'incubation.

Il ne pourra étre décrit convenablement qu'a partir de colonies bien isolées : les colonies sont d'autant

plus petites qu'elles sont rapprochées.
*Observation microscopique
*1*Coloration de Gram

La coloration de Gram est la technique de coloration différentielle la plus fréqguemment employée en
microbiologie. Elle permet de distinguer les bactéries présentes dans un échantillon en fonction de leurs
formes (paires, groupes, chaines...) et de leur capacité a réagir avec des colorants. Cette méthode de
coloration affine la caractérisation des bactéries en les classant en bactéries a Gram positif ou a Gram

négatif, ainsi qu’en bacilles ou en coques selon leur morphologie.
-Fixation du frottis

. A l'aide d'une pipette Pasteur stérile, déposer une goutte de solution physiologique stérile au centre d'une

lame de microscope propre et seche.

. Prélever une colonie bactérienne bien isolée a l'aide d'une anse de platine stérile, puis I'nomogénéiser
soigneusement dans la goutte de solution physiologique sur la lame, de maniére a obtenir une suspension

uniforme.
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. Passer délicatement la lame, face inférieure vers la flamme, plusieurs fois au - dessus du bec Bunsen pour

fixer I'échantillon par la chaleur, sans braler ni altérer les structures cellulaires.
-Procédure de coloration

» On dépose quelques gouttes de solution de violet de Gentiane sur le frottis fixé et laisser agir pendant 1

minute (Le violet de gentiane colore le cytoplasme des bactéries).
* On rince avec de I'eau de robinet et éliminer I'exces.
* On recouvre de Lugol et laisser agir pendant 1 minute.
* On rince avec de 1'eau et éliminer 1'exces.
* On décolore a I'alcool (la durée de la décoloration dépend de 1'épaisseur du frottis).
* On stoppe la décoloration par un nouveau ringage a l'eau.
» On fait une contre-coloration avec la Fuchsine pendant 1 minute.
* On rince avec de I'eau.
* On laisse la lame sécher a I'air.
* On place une goutte d'huile a immersion sur la lame.
* On examine a 1'aide d'un objectif @ immersion (100 x).
Les bactéries - Gram positif doivent apparaitre colorées en violet et les bactéries = Gram négatif en rose.
*2*Coloration au bleu de méthyléne pour Candida albicans
-Principe

C’est une coloration simple, qui colore tous les champignons et permet de renseigner sur : la forme des

champignons, la taille, le mode de regroupement (les structures colorables apparaissent bleues)
-Mode opératoire

Elle est réalisée comme suite :

- Couler une solution de bleu de méthylene sur un frottis correctement fixé pendant 1 minute.
- Ringage a I’eau de robinet.

- On séche la lame a I’air

- Observation au microscope optique aux objectifs (x100), aprés I'immersion dans I'huile.

E



Chapitre 01 : Matériel et méthodes

2.4. L’activité antimicrobienne d’huile essentielle et I’extrait éthanolique et méthanolique :
1.L’aromatogramme
-Principe

L'aromatogramme est une technique microbiologique dérivée de I'antibiogramme, visant a évaluer
I'activité inhibitrice des huiles essentielles ou des produits a base d'huiles essentielles contre la croissance
microbienne. Le principe repose sur la mesure du diamétre de la zone d'inhibition formée autour d'un disque
de papier stérile imprégné d'huile essentielle, placé sur un milieu de culture ensemencé avec la souche
microbienne cible. La taille de cette zone reflete le potentiel antimicrobien de la substance testée
(Mouadjdia et Seridi, 2014).

a. Par ’huile essentielle
*préparation de dilution

Quatre dilutions de I'huile essentielle ont été préparées dans des tubes eppendorf stériles, en utilisant de

I'alcool de Tween a différentes concentrations, comme suit :

*Tube 1 (concentration 100% (v/v)) : « Mélanger 0,8 ml (800 pL) d'huile essentielle pure avec 0,2 ml (200
uL) d'alcool de Tween.

* Tube 2 (concentration 50% (v/v)) : « Mélanger 0,5 ml (500 puL) d'huile essentielle avec 0,5 ml (500 pL)

d'alcool de Tween.

* Tube 3 (concentration 25% (v/v)) : » Mélanger 0,25 ml (250 pL) d'huile essentielle avec 0,75 ml (750 pL)

d'alcool de Tween.

* Tube 4 (concentration 1% (v/v)) : « Mélanger 0,2 ml (200 pL) d'huile essentielle avec 0,8 ml (800 puL)

d'alcool de Tween.

Il est recommandé de préparer toutes les solutions immédiatement avant leur utilisation afin de garantir

leur efficacité.

Tableau 05 : Les dilutions de I’huile essentielle de Myrtus communis L.

\Volume Concentration Concentration 50% Concentration 25% | Concentration 1%
100%
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Volume de | 0,8 0,5 0,25 0,2
I’huile

essentielle

Volume de | 0,2 0,5 0,75 0,8
Tween.80

Volume final | 1 1 1 1

Figure 16 : Les dilution de I’huile essentielle (prise personnelle)
*Préparation de McFarland standards

Cing tubes & essai stériles ont été utilisés, chacun contenant 5 ml de I'eau physiologique stérile. A l'aide
d'une pipette Pasteur stérile, des cing colonies microbiennes activées (E. coli ATCC 25922, E. coli souche
clinique, S. aureus ATCC 25923, S. aureus souche clinique), et la souche fongique (C. albicans ATCC
91234) dans chaque tube une souche est placée selon 1’ordre. Aprés homogénéisation des suspensions, la
turbidité de chacune a été comparée au standard McFarland 0,5, visuellement, devant un fond blanc muni

d'un trait noir.

Il est recommandé de préparer ces suspensions immédiatement avant leur utilisation afin de garantir

I'efficacité biologique et la précision des résultats (Figure 17).
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Figure 17 : Préparation de McFarland standards des cing souches microbiennes. (prise personnelle)
*Procédé d’aromatogramme
*1* Pour les bactéries

Le milieu Mueller - Hinton (MH) a été coulé dans des boites de Pétri stériles (4 boites de Pétri pour
chaque souche) a raison de 20 mL par boite, assurant une épaisseur uniforme de 4 mm, puis laissé a
solidifier a proximité d'un bec Bunsen pendant 30 minutes. Par la suite, les boites ont été ensemencées par
écouvillonnage a I'aide des mémes suspensions microbiennes préalablement préparées, puis laissées a sécher

a température ambiante pendant 5 minutes avant I'application des disques aromatogramme.

Des disques de papier Whatman (6 mm de diamétre) ont été découpés a l'aide d'un perforateur, puis
stérilisés a la vapeur pendant 20 minutes a 120 ° C dans un tube a essai hermétiqguement ferme. Ils ont
ensuite été imprégnés avec les dilutions huileuses de I'huile essentielle de Myrtus communis L (50 pL).
Préalablement préparées, puis déposés sur les milieux ensemencés a l'aide d'une pince stérile, ou dans
chaque boite de Petri, trois disques de la méme souche sont placés, ainsi qu'un disque de contrble négatif

imprégné de Tween 80.

Les boites sont laisses 15 min a température ambiante pour permettre la diffusion des dilutions puis elles
ont été incubées couvercle en bas a 37 ° C pendant 24 h.

*2* Pour la levure

L'aromatogramme a été réalisé en suivant le méme protocole que celui utilisé pour les souches

bactériennes, a I'exception du I'incubation a été effectuée a 30 ° C pendant 48 heures.
La lecture des résultats s’effectue par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition, (Ponce et al., 2003).
*Résistante (-) : diamétre < 8mm.
* Sensible (+) : 9 < diametre < 14m.

Trés sensible (++) : 15 < diamétre< 19mm.
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» Extrémement sensible (+++) : diametre> 20 mm.

3 4
Figure 18 : Procédé d’aromatogramme de I’huile essentielle (prise personnelle)

2.Méthodes des puits :

a. Par ’extrait éthanolique et méthanolique

*Préparation de dilution.

Quatre dilutions de I’extraction éthanolique (méthanolique) des graines du Myrtus communis L ont été
préparées dans des tube a essai stériles, en utilisant 1’éthanol (méthanol) a différentes concentrations, comme

suite :

Tube 01: (solution mere) concentration 100% ; mélanger (0.23ml) de I’extraction éthanolique

(méthanolique), avec (2.3ml) de I’éthanol(méthanol).

Tube 02 : concentration 50% ; on préléve avec seringue depuis la solution mere (1.15ml) puis on ajouter
dans le tube 02 avec (1.15ml) d’éthanol(méthanol).

Tube 03 : concentration 25% ; on préléve avec seringue depuis le tube 02 (0.575ml) puis on ajouter dans le
tube 03 avec (1.725ml) d’éthanol(méthanol).

Tube 04 : Concentration 10% ; on préleve avec seringue depuis le tube 03 (0.23ml) puis on ajouter dans le
tube 04 avec (2.07ml) d’éthanol(méthanol).
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Tableau 06 : Les dilutions de I’extraits éthanolique (méthanolique) des graines du M. communis L

Dilution 1 = 10 | Dilution 2 = 25| Dilution 3 = 50 | Solution mere = 100
mg/mi mg/mi mg/ml mg/mi

Solution 0.23 0.575 1.15 2.3

mere

Ethanol 2.07 1.725 1.15 0

(Méthanol)

Volume final | 2.3 2.3 2.3 2.3

*Préparation de McFarland standards

La préparation est effectuée selon la méme méthode que celle utilisée pour le standard de McFarland

dans I’huile essentielle (Figure 17).
La méthode des puits :
*1* Pour les bactéries.

Quatre boites de pétri ont été coulé avec le milieu MH pour chaque souche (4 bactériennes et 1 fongique) a
raison de 20ml par boite, assurant une €épaisseur uniforme 4mm, puis laissé solidifier a proximité d’un bec
bunsen pendant 30 minutes. Par la suite, les boites ont été ensemencées par écouvillonnage a 1’aide des
mémes suspensions microbiennes préalablement préparées, puis laissées a sécher a température ambiante

pendant 5 minutes.

Avec pipette pasteur stérile crée 3 puits pour chaque boite, et pour chaque souche faire un puit pour le

contrdle négatif (éthanol ou méthanol).

Déposez 50 pL de chaque concentration dans des puits distincts puis incuber dans 1’étuve pendant 24h a

37° C.
*2* Pour la levure

La méthode des puits a éte réalisé en suivant le méme protocole que celui utilisé pour les souches

bactériennes, a I'exception du l'incubation a été effectuée a 30 ° C pendant 48 heures.

La lecture des résultats s’effectue par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition, (Ponce et al., 2003).

@

*Résistante (-) : diametre < 8mm.
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* Sensible (+) : 9 << diametre < 14m.
*Trés sensible (++) : 15 < diametre< 19mm.

* Extrémes sensible (+++) : diamétre> 20 mm.

2.5. Détermination de concentration minimale inhibitrice (CMI).
a. CMI de ’huile essentielle.
*Pour Candida albicans :
*Préparation de la solution mere.
Dans un tube a essai, introduire :
88,94 UL d’huile essentielle (HE)
*911 pL de DMSO
Ce mélange donne une solution mere a une concentration de 1 mg/mL.
*Préparation des dilutions.
Dans un tube stérile, ajouter :
*Du bouillon Mueller-Hinton

*Une suspension de Candida albicans préparée selon le standard McFarland 0,5 (ce qui équivaut a environ
1,5 x 108 UFC/mL)

Ce tube ne contient pas d’huile essentielle et sert a vérifier la croissance fongique en absence d’inhibiteur.

(Control positif).
Apres ;
*Prévoir 10 tubes stériles numérotés de 1 a 10.
*Dans chaque tube, introduire un volume égal de bouillon Mueller-Hinton (1 mL).
Dans le premier tube :

*Ajouter 1 mL de la solution mére (HE + DMSO) au 1 mL de bouillon Mueller-Hinton déja présent, puis

bien homogéneiser.

Dilutions en série :

@
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*Prélever 1 mL du premier tube et le transférer dans le second tube (contenant également 1 mL de milieu),

puis bien mélanger.

» Répéter cette opération jusqu’au dixiéme tube une fois arrivé ce dernier tube, prélever 1 mL de la solution

a I’aide d’une seringue stérile, puis le jeter (ne pas le réutiliser).
Cela permet de maintenir un volume final égal dans tous les tubes.
*Pseudomonas Aeroginosa :

Les mémes étapes du protocole précédemment décrit ont été suivies, en remplacant la colonie de Candida

albicans par une colonie de Pseudomonas aeruginosa.

b. CMI de P’extrait éthanolique.
*Préparation de la solution mere.

Dans un tube a essai, introduire :

88,94 uL d'extrait éthanolique (graines de Myrtus communis L. + éthanol)

*911 pL de DMSO

Ce mélange donne une solution mere a une concentration de 1 mg/mL.
*Préparation des dilutions : (Wilkinson, 2006)

Dans un tube stérile, ajouter :

*Du bouillon Mueller-Hinton

*Une suspension d'E. Coli clinique préparée selon le standard McFarland 0,5 (ce qui équivaut a environ 1,5

x 108 UFC/mL) (Contr6l positif)

*Prévoir 10 tubes stériles numérotés de 1 a 10.

*Dans chaque tube, introduire un volume égal de bouillon Mueller-Hinton (1 mL).
Dans le premier tube :

*Ajouter 1 mL de la solution mere (Extrait éthanoliquet+ DMSO) au 1 mL de bouillon Mueller-Hinton déja

présent, puis bien homogénéiser.
Dilutions en série :

*Prélever 1 mL du premier tube et le transférer dans le second tube (contenant également 1 mL de milieu),

puis bien melanger.

E
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» Répéter cette opération jusqu’au dixiéme tube une fois arrivé ce dernier tube, prélever 1 mL de la solution

a I’aide d’une seringue stérile, puis le jeter (ne pas le réutiliser).

Cela permet de maintenir un volume final égal dans tous les tubes. (Elshikh et al. ; 2016)

2.6. Détermination de concentration minimale bactéricide (CMB) et fongique (CMF).

La concentration minimale bactéricide (CMB) et la concentration minimale fongicide (CMF)
correspondent a la plus faible concentration d’un agent antimicrobien (antibiotique, désinfectant, etc.)
nécessaire pour tuer une bactérie donnée, contrairement a la concentration minimale inhibitrice (CMI) qui

inhibe simplement sa croissance. (Bouchaale et al. ; 2015)
Mode opératoire :
*Ensemencement :

Aprés une incubation initiale en milieu liquide (bouillon), les tubes sans croissance visible sont
sélectionnés. Leur contenu est repiqué sur gélose Mueller-Hinton) a l'aide d'une pipette Pasteur ou d'une

anse, en réalisant des stries en surface.
Conditions d'incubation :
Les boites de Pétri sont incubées :

- 37 °C pendant 24 heures pour les bactéries.

- 35 °C pendant 48 heures pour les levures.

Figure 19: détermination de concentration minimale bactéricide (CMB) et fongique (CMF). (prise

personnelle)
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Chapitre 02 : Résultats et discussion.

1.Extraction de I’huile essentielle de Myrtus communis L. :

Nous avons extrait 1’huile essentielle des feuilles séches de la plante Myrtus communis L. a 1’aide de

hydro-distillateur. La figure représente les caractéristiques organoleptiques montionnée dans le tableau 09.

Tableau 07 : Les caractéristiques des huiles essentielles M. communis L

Huile essentielle

Caractéristiques

Aspect

Couleur

Odeur

Visqueux

Jaunatre

Caractéristique de la plante

Figure 20 (Prise personnelle)
I ———
(= —=- e
L
- —

2.Rendement :

Le tableau suivant représente le calcul du rendement de notre huile essentielle.

Tableau 08 : Rendement d’huile essentielle de M. communis L

La masse d’huile essentielle (g)

Matiere végétale (g)

Le rendement d’huile

essentielle %

8000

0.11

Le rendement d’huile essentielle de Myrtus communis L. est 0.11%.

Les feuilles de Myrtus communis L. étudié dans ce travail, ont un rendement faible, proche a celui

rapporté par (Otsmane, 2017) [0.13%] obtenu a partir d’un échantillon récolté a partir de la région de

(Tipaza, Algérie), et (Bekhechi C et al., 2019) [0,13%], obtenu a partir d'un échantillon récolté a partir de la
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région de Beni Khellad (Telemcene, Algeérie). Et égale a ceux de Karbouaa (2022) (0.11%) obtenu a partir

de la région de (Tamalous, Skikda)

La valeur qu'on a obtenue est inférieure a celles obtenues par (Bouzabata et al., 2010) a partir de

plusieurs échantillons de différentes régions du nord-est algérien : de 0,4 & 1,2% (El Kala, El Tarf), de 0,5 a
1,5% (Zitouna, EIl Tarf), de 0,2 a 0,7% (Seraidi, Annaba), et

Djenane et al., (2010) ont rapporté une valeur inférieure (0,05%) obtenue a partir d'un échantillon récolté

de la région de Tizi-Ouzo (Algérie).

La différence entre ces résultats du rendement en HE de la méme espéce, peut s’expliquer par :

« l'origine et les variations génétiques de la plante.

» La saison de la récolte.

* Le climat et les changements environnementaux, le type du sol.

* De plus, la méthode de séchage, de conservation et d'extraction, jouent également un réle important dans

la détermination de la quantité d'huile (Rahimi et al., 2015 ; Saied et al., 2022 ; Giuliani et al., 2022).

3.Extrait éthanolique des graines de Myrtus communis L. :

Ce tableau suivant présente les caractéristiques d’extrait éthanolique de Myrtus

Tableau 09 : Les caractéristiques de I’extraits Ethanoliques de M. communis L.

Les extraits éthanoliques

Caractéristique

Figure 21(prise personnel)

Aspect

Couleur

Odeur

Liquide

Marron clair

Caractéristique de la plante.
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4.Rendement :

Ce tableau présent le rendement d’extrait éthanolique.

Tableau 10 : Rendement de I’extrait Ethanolique de M. communis L

La masse de I’extrait

éthanoliques (g)

Poudre végétale (g)

Le rendement de P’extrait %

10.6

10

10.6

5.Extrait méthanolique des graines de Myrtus communis L. :

Ce tableau suivant présente les caractéristiques d’extrait méthanolique de Myrtus communis L.

Tableau 11 : Les caractéristiques de 1’extrait Méthanolique M. communis L

Les extraits méthanoliques

Caractéristique

Figure 22(prise personnel)

Aspect

Couleur

Odeur

Liquide

Marron foncé

Caractéristique de la plante.

)

6.Rendement :

Ce tableau suivant présente les caractéristiques d’extrait méthanolique de myrtus

Tableau 12 : Rendement de 1’extrait Méthanolique de M. communis L

La masse de Pextrait

méthanoliques (g)

Poudre végétale (g)

Le rendement de I’extrait %

@
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12.9

10

12.9

-le rendement d’extrait éthanolique 10.6%

-le rendement d’extrait méthanolique 12.6%

D’apres (Naczk et Shahidi ,2004). Le rendement de la matiére végétale cela varie en fonction de la

taille, des particules, constituants de 1’échantillon, la structure chimique de la plante, le temps, les conditions

de stockage et la présence d’interférences.

Le rendement de I’extrait méthanolique plus élevé que celui I’extrait éthanolique, en fonction de :

-La nature des composés présents dans 1’échantillon (par exemple : les phénols, les flavonoides, etc).

-Le degré de polarité des composés : le méthanol extrait mieux les composés plus polaires.

-La température et la durée de I’extraction.

7.0bservation macroscopique et microscopique :

Tableau 13 : Résultats des observations macroscopiques et microscopiques des souches microbiennes

Les bactéries

Observation Macroscopique

Escherichia coli

Observation microscopique X 100

(Coloration de Gram)

Description

Colonies d’un aspect visqueux, plat,

lisses, réguliéres et de couleur orange.

Coccobacilles, gram négatif.

.
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Staphylococcus aureus

Description Colonies  sphériques, luisantes, | Cocci groupées par deux ou en amas
irregulieres, lisses et de couleur jaune | caractéristiques (en grappes de raisin)

dore. Gram positif

Pseudomonas
aeruginosa ATCC
27853

Description Des colonies plates, régulieres, | Bacilles isolés ou diplobacilles.

mugqueuses et de couleur vert. , .
Gram négatif.

Escherichia coli
ATCC

25922
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Description

Staphylococcus aureus

Colonies d’un aspect visqueux, plat,

lisses, réguliéres et de couleur orange.

Coccobacilles, gram négatif.

ATCC 25923
Description Colonies  sphériques, luisantes, | Cocci groupées par deux ou en amas
irréguliéres, lisses et de couleur jaune | caractéristiques (en grappes de raisin)
doré. A
Gram négatif
La levure
Observation macroscopique Observation microscopique X
100(Coloration de Bleu de méthyléne)
Candida albicans
ATCC 91234
Description De couleur blanches, ou forme | Forme arrondies (colonies colorées en

sphérique, réguliéres et lisses.

bleu)

8.Résultats d’aromatogramme et la méthode des puits :

“
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Les résultats de diffusion des disques de 1’huile essentielle des feuilles séchées de Myrtus communis L.

sont représentés dans le tableaul4.

a. Détermination des diamétres des zones d’inhibition de I’huile essentielle de Myrtus communis L. vis-

a-vis des microorganismes testés :

Tableau 14 : Les diamétres des zones d’inhibitions de I’HE de Myrtus communis L.

Les bactéries

Staphylococcus aureus

Numéro de tube Solution mére | Dilution 50 % | Dilution 25 % | Dilution 10 %
Moyenne + écart-type | 8 + 1.73 10 £0.58 12 £ 0.58 12 £ 0.58
(mm)

Sensibilité R S S S

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Moyenne + écart-type | 18 +2.08 15+1.73 13 £1.53 14+1
(mm)
Sensibilité TS TS S S

Escherichia coli

Moyenne + écart-type | 19 £ 4.93 6+0 18 +7.64 17+751
(mm)
Sensibilité TS R TS TS

Escherichia coli ATCC 25922

Moyenne * écart-type | 17 £7.51 18+6 17 +751 16 £ 8.14

(mm)

Sensibilité TS TS TS TS
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La levure

Candida albicans ATCC 91234

Moyenne + écart-type | 19 +4.93 17+7.51 20 +0.58 19 +1.53
(mm)
Sensibilité TS TS ES TS

*R : Reésistante (-) : diametre < 8mm.

*S : Sensible (+) : 9 < diamétre < 14m.

TS : Trés sensible (++) : 15 < diamétre< 19mm.

*ES : Extrémement sensible (+++) : diamétre> 20 mm.

Staphylococcus aureus

Escherichia coli ATCC 25922

Figure 23 : Les résultats d’aromatogramme par 1’huile essentielle de Myrtus communis L. (Photo

original)

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Candida albicans ATCC 91234

Escherichia coli

5
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Comme le montre le tableau 14 et la figure 23, les diamétres des zones d’inhibitions d’huile essentielle
varient entre 6 + 0 et 20 £ 0.58 mm. Avec la plus grande zone d’inhibition observée contre Candida
albicans ATCC 91234.

Les diamétres des zones d’inhibitions de E. coli varient entre 6 et 20 mm.

Les diametres des zones d’inhibitions de E. coli ATCC 25922 varient entre 16 et 18 mm.

Les diamétres des zones d’inhibitions de S. aureus varient entre 8 et 15 mm.

Les diamétres des zones d’inhibitions de S. aureus ATCC 25923 varient entre 13 et 18 mm.

Les diamétres des zones d’inhibitions de Candida albicans ATCC 91234 varient entre 17 et 22 mm.

Les résultats de tableau présent que 1’huile essentielle de Myrtus communis L. et plus active contre candida

albicans.

Le tableau montre que toutes les souches microbiennes ont présent une sensibilité contre I’huile essentielle

de Myrtus communis L.

Les résultats de (Djenane et al., 2011) montrent que 1’huile essentielle de Myrtus communis L. possede une
bonne activité antimicrobienne contre S. aureus et E. coli, avec des diamétres d’inhibition de 14.8 mm et

10.7 mm respectivement.

L’huile essentielle de Myrtus communis L. ont démontré une activité inhibitrice contre des bactéries gram

positif (Staphylococcus aureus) et gram négatif (E. coli), ainsi que des champignons (candida albicans).

b. Détermination des diamétres des zones d’inhibition de l’extrait éthanolique des graines de Myrtus

communis L. vis-a-vis ses microorganismes testés.

Les résultats de diffusion des puits de 1’extrait éthanolique de Myrtus communis L. sont représentés dans le

tableau 15.

Tableau 15 : Les diametres des zones d’inhibition de I’extrait Ethanolique des graines de M. communis L.

Les bactéries

Staphylococcus aureus

Numéro de tube Solution Dilution Dilution Dilution 10%

@
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mere 50% 25%

Moyenne + écart-type | 17 £ 2.52 17 £2.89 18 £3.61 6+0

(mm)
Sensibilité TS TS TS R
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Moyenne + écart-type | 14 + 6.66 15+ 5.57 12 £2.52 16 + 4.58
(mm)
Sensibilité S TS S TS
Escherichia coli
Moyenne +  écart-type | 15+ 2 19+1.73 13+252 6+0
(mm)
Sensibilité TS TS S R
Escherichia coli ATCC 25922
Moyenne +  écart-type | 14 + 1.15 14+3 11+1.53 60
(mm)
Sensibilité S S S R
La levure
Candida albicans ATCC 91234
Moyenne + écart-type | 13 + 3.06 13+ 252 17 £ 2.89 9+3
(mm)
Sensibilité S S TS S

R : Résistante (-) : diametre < 8mm.
*S : Sensible (+) : 9 < diamétre < 14m.

*TS : Tres sensible (++) : 15 < diamétre< 19mm.

*ES : Extrémement sensible (+++) : diamétre> 20 mm.

53



Conclusion

Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus ATCC 25923 Escherichia coli

Escherichia coli ATCC 25922 Candida albicans ATCC 91234

Figure 24 : Les résultats de méthode des puits par I’extrait éthanolique des graines de Myrtus communis L.

(Photo original)

c. Détermination des diamétres des zones d’inhibition de I’extrait méthanolique des graines de Myrtus

communis L. vis-a-vis ses microorganismes testés.

Les résultats de diffusion des puits de I’extrait méthanolique de Myrtus communis L. sont représentés dans le
tableau 16.

Tableau 16 : Les diamétres des zones d’inhibition de I’extrait méthanolique des graines de M. communis L.

Les bactéries

Staphylococcus aureus

Numéro de tube Dilution mére | Dilution 50 % Dilution 25% Dilution 10%

Moyenne + écart- |/ 14 £1.15 8 +3.46 60
type (mm)
Sensibilité / S R R

Staphylococcus aureus ATCC 25923
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Moyenne + écart- |/ 20 + 6.43 15+ 7381 11 +4.58
type (mm)

Sensibilité / ES S S
Escherichia coli

Moyenne + écart- | 17 £2.65 9+3.06 13+3.06 7+231
type (mm)

Sensibilité TS S S R
Escherichia coli ATCC 25922

Moyenne + écart- | 15+ 4.51 12+2 8+1.73 11+1
type (mm)

Sensibilité TS S R S

La levure

Candida albicans ATCC 91234

Moyenne + écart- | 9 + 3.06 12 +5.20 12 +1.53 9+231
type (mm)

Sensibilité S S S S

*R : Résistante (-) : diamétre <8mm.

*S : Sensible (+) : 9 < diamétre < 14m.

TS : Tres sensible (++) : 15 < diamétre< 19mm.

*ES : Extrémement sensible (+++) : diametre> 20 mm.
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Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus ATCC 25923 Escherichia coli

Escherichia coli ATCC 25922 Candida albicans ATCC 91234

Figure 25 : Les résultats de méthode des puits par I’extrait méthanolique des graines de Myrtus communis L.

(Photo original)

Comme les montres les tableaux 15 et 16 et les figures 24 et 25, les diamétres des zones d’inhibitions
d’extrait éthanolique et méthanolique varient entre 6 + 0 et 20 £ 6.43 mm avec la plus grande zone
d’inhibition observée d’extrait méthanolique contre Staphylococcus aureus ATCC 25923. Et varient entre
6 + 0 et 19 £ 1.73mm avec la plus grande zone d’inhibition observée d’extrait éthanolique contre

Staphylococcus aureus.
Les diamétres des zones d’inhibition de I’extrait éthanolique de Myrtus communis L. :
Les diametres des zones d’inhibitions de E. coli varient entre 6 et 19 mm.
Les diameétres des zones d’inhibitions de E. coli ATCC 25922 varient entre 6 et 14 mm.
Les diamétres des zones d’inhibitions de S. aureus varient entre 6 et 18 mm.
Les diametres des zones d’inhibitions de S. aureus ATCC 25923 varient entre 6 et 16 mm.
Les diametres des zones d’inhibitions de Candida albicans ATCC 91234 varient entre 6 et 17 mm.
Les diamétres des zones d’inhibition de I’extrait méthanolique de myrtus communis L. :
Les diametres des zones d’inhibitions de E. coli varient entre 6 et 17 mm.
Les diametres des zones d’inhibitions de E. coli ATCC 25922 varient entre 6 et 15 mm.
Les diamétres des zones d’inhibitions de S. aureus varient entre 6 et 14 mm.

Les diamétres des zones d’inhibitions de S. aureus ATCC 25923 varient entre 11 et 20 mm.
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Les diamétres des zones d’inhibitions de Candida albicans ATCC 91234 varient entre 6 et 12 mm.

On observe que les diamétres des zones d’inhibition varient entre (6 et 19mm) pour 1’extrait éthanolique,

et (6 et 20 mm) pour I’extrait méthanolique des graines de Myrtus communis L.

Les résultats montrent que 1’extrait méthanolique et éthanolique des graines plus actives contre les

bactéries Gram positif celles aux bactéries Gram négatif.
Pour Candida albicans les diametres varient entre (6-12 mm) c’est le méme pour éthanol et le méthanol.

Les résultats concordent avec ceux de (Mir et al 2020) qui a montré un fort effet inhibiteur contre les
bactéries gram positif, mais aucun effet pour les bactéries gram négatif (la croissance bactérienne=0).

Les résultats de cette étude et d'autres précédentes, montrent que les extraits éthanolique et méthanolique
sont légérement plus actives contre les bactéries Gram positives que celles a Gram négatif. La grande
sensibilité de Staphylococcus aureus ATCC 25923(ayant le diametre d'inhibition le plus grand : 20 mm)

confirme I'hypothése de la variation de la sensibilité des bactéries en fonction de la structure de leur paroi.

La grande résistance des bactéries a Gram négatif est liée, en partie, a la complexité de leur enveloppe
cellulaire qui contient une double membrane, contrairement a la structure simple de la membrane des
bactéries a Gram positif qui est dotée d'une couche de peptidoglycane coincée entre la membrane plasmique

et une assie externe constituée de polysaccharides et de protéines.

9.Détemination de CMI :

Les tableaux suivants représentent les résultats des déterminations de la concentration minimale
inhibitrice de I’huile essentielle et d’extrait éthanolique de Myrtus communis L. est vis a vis des souches

microbiennes (deux souches bactériennes et une souche fongique) :
a. Pour I’huile essentielle.

Tableau 17 : Les résultats des CMI de I’huile essentielle de Myrtus communis L.

Les souches Les concentration (mg/ml)

Microbiennes

Pseudomonas aeruginosa |40 |20 |10 |5 25 |15 (06 |0,3]|0,15 | Contrdle

5
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ATCC 27853

positif

Candida albicans ATCC

91234

)absence de croissance / (+) présenté de croissance.

b. Pour I’extrait éthanolique.

Tableau 18 : Les résultats des CMI de 1’éthanol de Myrtus communis L.

Souche bactérienne

Les concentration (mg/ml)

40

20

10

5

2,5

1,5

0,6

0,3

0,15

Controle positif

E. coli -

(-) absence de croissance.

e—
=EELE LR

A1) Tt Bt

a. P. aeruginosa ATCC27853

b. C. albicans ATCC 91234

c. E. coli

Figure 26 : Les résultats des CMI de 1’éthanol et de 1’huile essentielle de Myrtus communis L. pour trois

souche (a, b. ¢) (Photo original)
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Les valeurs des CMI de I’huile essentielle de Myrtus communis L. obtenus dans cette étude, varient de 10

mg/l.
Pour E. coli varient 5 mg/l.

D’apres le tableau des résultats, on constate que Pseudomonas ATCC 27853et Candida ATCC 91234

partage les mémes valeurs de CMI dans elle est 10 mg/I.

Les résultats de macro dilution en milieu liquide, sont en accord avec ceux obtenu par la méthode de

diffusion en milieu solide, exprimés en termes de diameétre des zones d’inhibition mesuré autour du disque.

Les résultats obtenus dans ce travail pour Candida albicans ATCC 91234 c’est le méme pour (Karbuaa et
al., 2022). Et supérieur pour pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 obtenu par (Karbouaa et al., 2022).

Pour le CMI d’extrait éthanolique, les valeurs indiquées dans le tableau, montrent que les concentrations

allant de 40 a 5 mg/I.
Les résultats obtenus sont supérieurs a celles rapporté pour (Boudraa et al., 2023).

En regle générale, plus la zone d'inhibition est large, plus la concentration d'antimicrobien requise pour
inhiber la croissance des microorganismes est faible. Cela dépend toutefois de la concentration d'agent
antimicrobien dans le disque et de sa diffusibilité. Les agents antimicrobiens dont la taille moléculaire est
tres élevée diffusent mal dans la gélose, ce qui rend les méthodes de diffusion en disque peu fiables pour ces

composés (Matuschek et al., 2018).

10.détermination de CMB et CMF.
Les tableaux suivants montrent les résultats des concentrations minimales bactéricides et fongicides :

Tableau 19 : Les résultats des CMB et CMF d’huile essentielle.

Les souches microbiennes Les concentration (mg/ml)

40 |20 |10 |5 25 |15 (06 |03|0,1 | Controle positif

Pseudomonas

aeruginosa ATCC
27853

@
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Candida albicans ATCC | - - +
91234

Tableau 20 : Les résultats des CMB d’extrait éthanolique.

Souche Les concentration (mg/ml)

bactérienne

E.coli 40 |20 |10 (5 |25 |15 |0,60,3]|0,15 | Control positif

- - + |+

Pour les résultats de E. coli obtenus sont supérieur a celles rapporté pour (Boudraa et al., 2023) il n’y a

pas de CMB d’extrait éthanolique.
Les CMB sont tres intéressées dans 40 mg/I.
CMB =40 mg/I.
CMF = 10 mg/I.

En note que I’huile essentielle a complétement inhibé la croissance de pseudomonas ATCC 27853 et
candida ATCC 91234 a la croissance de 40 mg/l. Ce que signifier que I’huile a un effet bactéricide /

fongique vis-a-vis cette derniere.

Les huiles essentielles et les extraits éthanoliques des plantes sont des sources riches en maniéres pour

éliminer les bactéries, notamment :

1. Destruction de la paroi cellulaire bactérienne

2. Perturbation des fonctions enzymatiques

3. Perturbation de la membrane cellulaire bactérienne
4. Inhibition de la synthése des protéines bactériennes

5. Perturbation du métabolisme bactérien. (Helander et al., 1998 ; Ultee et al., 1999 ; Lambert et al., 2001
; Rhayour et al., 2003 ; Souza et al., 2010 ; Szabd et al., 2010 ; Souza et al., 2013 ; Hyldgaard et al.,
2012)
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Conclusion

L'activité biologique d'une huile essentielle est a mettre en relation avec sa composition chimique, les
groupes fonctionnels des composes majoritaires (alcools, phénols, composes terpeniques et cétoniques) et
les possibles effets synergiques entre les composants. Ainsi la nature des structures chimiques qui la

constituent, mais aussi leurs proportions jouent un role déterminant. (Piribi, 2006).

De ce fait, il est probable que leur activité antimicrobienne ne soit pas due a un mécanisme unique. On
considere que ces composants ont plusieurs sites d'action au niveau cellulaire. (Verica et Knezevic, 2013)
(Oyedemi et al., 2009) ont montré que les composants de I'huile essentielle de Myrtus communis L.
(eugenol, -terpinéol et -terpinéne) ont un effet bactéricide contre les bactéries Gram positives et Gram
négatives en perturbant leurs systemes membranaires. Leur caractéristique importante : I'hydrophobicité,
leur permet de déchirer les lipides de la membrane cellulaire bactérienne, perturbant la structure cellulaire et

les rendant plus perméables.

Figure 27 : Les résultats de la CMB des extraits Ethanoliques et L’huile essentielle de M. communis L.
(Photo original)
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Conclusion

Conclusion :

L’étude de I’activité antibactérienne de 1’huile essentielle et des graines de Myrtus communis L. met en
lumiere le potentiel intéressant de cette plante médicinale dans la lutte contre certaines infections

bactériennes.

Les résultats obtenus montrent que 1’huile essentielle de Myrtus communis L. posséde une bonne activité
antimicrobienne contre S. aureus et E. coli, avec des diameétres d’inhibition de 14.8 mm et 10.7 mm
respectivement. L’huile essentielle de Myrtus communis L. ont démontré une activité inhibitrice contre des
bactéries Gram positif (Staphylococcus aureus clinique et ATCC) et Gram négatif (E. coli clinique et

ATCC), ainsi que des champignons (Candida albicans)

Les résultats des extraits montrent que ’extrait méthanolique et éthanolique des graines plus actives

contre les bactéries Gram positif celles aux bactéries Gram négatif.
Les valeurs des CMI de I’huile essentielle de Myrtus communis L. obtenus dans cette étude, varient de 10
mg/l. Pour E. coli varient 5 mg/I.

D’apreés 1 des résultats, on constate que Pseudomonas ATCC 27853 et Candida ATCC 91234 partage les

mémes valeurs de CMI.

Pour les résultats de CMB on montre que I’huile essentielle & completement inhibé la croissance de
Pseudomonas ATCC 27853 et Candida ATCC 91234 a la croissance de 40 mg/l. Ce que signifier que I’huile

a un effet bactéricide / fongique vis-a-vis cette derniere.

En perspectives, il serait pertinent de caractériser précisément les composés contenus dans ces extraits et
de poursuivre les investigations phytochimiques et biologiques afin d’identifier les molécules responsables

des activités observées.

En outre, grace aux résultats obtenus in vitro, nous avons pu démontrer que 1’huile essentielle de Myrtus
communis L., ainsi que les extraits éthanolique et méthanolique de ses graines, présentent une activite
antimicrobienne notable. Ces résultats constituent une premiére étape prometteuse dans la recherche de
nouvelles molécules antibactériennes et antifongiques d’origine naturelle. Ces composés pourraient ainsi

représenter une alternative intéressante aux antibiotiques conventionnels utilisés en thérapeutique.
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